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ace algunas décadas, la mayoría
de los países Europeos consumí-
an productos pesqueros captura-
dos, de forma practicamente exclusiva,
por su propia flota y en casi todos los ca-
sos las capturas provenían de sus aguas
territoriales. Ello restringía el consumo
de pescado a un número muy limitado
de especies, que eran generalmente bien
conocidas por todos los agentes implica-
dos en la cadena de captura, procesa-
miento y venta de los productos pesque-
ros. Habitualmente los pescados descar-
gados eran especímenes enteros, incluso
sin eviscerar, de uno o pocas especies
que eran fácilmente clasificadas puesto
que poseían todos sus caracteres morfo-
lógicos.
La situación ha cambiado considera-
blemente a lo largo de los últimos años,
debido a toda una serie de factores. Uno
de ellos ha sido el desarrollo espectacular
de la tecnología de los buques de pesca
en alta mar, capaces de navegar por todo
el mundo, y otro, indudablemente, la me-
jora de los métodos de elaboración y con-
servación tanto a bordo como en tierra.
Asimismo, el incremento y mejora del
transporte aéreo, marítimo y terrestre y la
globalización de los mercados han per-
mitido que un número cada vez mayor
de especies, tanto frescas como procesa-
das, aparezcan en nuestros mercados.
Además, el alto grado de explotación de
los recursos en las pesquerías clásicas,
junto con el importante aumento de su




Alrededor de 1990 comenzo un impor tante desarrollo y
accesibilidad a diferentes tecnicas de análisis de ADN,
lo cual nos permitio plantearnos la posibilidad de
investigar la adecuación y el desarrollo de métodos de
identificación basados en este método.
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búsqueda y captura de especies alternati-
vas, incrementando la diversidad de es-
pecies disponibles para el consumidor.
Paralelamente, las normativas relacio-
nadas con la rotulación y etiquetado de
los alimentos en general, y de los pro-
ductos derivados de la pesca en particu-
lar, han ido apareciendo y desarrollándo-
se de forma cada vez más exigente. Tan-
to a nivel nacional (Real Decreto 331/
1999 para productos frescos y cocidos,
modificado recientemente, y RD 1380/
2002 para productos congelados) como a
nivel Europeo, (Reglamento CE 104/
2000 y 2065/2001) se exige la declara-
ción de las especies empleadas como
materia prima para la elaboración de ali-
mentos. Además, para enero de 2005, es-
tá prevista la entrada en vigor de la ne-
cesidad de implementar los oportunos
sistemas para garantizar la trazabilidad
de los elementos que formen parte de los
mismos, es decir, desde el mar a la mesa
(Reglamento CE 178/2002). En un paso
más a la hora de normalizar el etiqueta-
do de los productos para el consumo hu-
mano, la Unión Europea ha dictaminado
la implantación de una normativa de de-
claración de ingredientes (QUID: Quanti-
tative ingredient declaration, Directiva de
la UE CE 13/2000) por la cual se hace ne-
cesario no sólo identificar las especies
que se han utilizado para la elaboración
del alimento, sino también en qué canti-
dad esta presente cada una de ellas.
De entre los muy diversos grupos de
especies pesqueras que se capturan y co-
mercializan en todo el mundo destacan,
tanto por su valor comercial como por su
alto consumo, una serie de ellos como los
gádidos (bacalao, lirio, bacaladilla), los tú-
nidos (albacora, listado, melva), los mer-
lúcidos (merluza europea, chilena, aus-
tral), los salmónidos (salmón, trucha, reo),
etc., apareciendo cada vez más frecuen-
FIGURA 1
Ex tracto de ADN de músculo de atun fresco y de
músculo de conserva de atún. De izquierda a dere-
cha 1: patrón de peso molecular, 2 y 3: ADN de
músculo de atún fresco, 4: patrón de peso molecu-




ciación de un fragmen-
to del gen del ci tocro-
mo b (FINS). En negro
aparecen las especies
de referencia de túni-
dos y en rojo la secuen-
cia de la muestra pro-
blema. Claves de espe-
cies A: Albacora (Thun-
nus alalunga), RO: Rojo
(Thunnus thynnus), RB:
Rabil (Thunnus albaca-
res), P: Patudo (Thun-
nus obesus), L: Listado
(Katsuwonus pelamos),
S: Sarda (Sarda sarda).
La secuencia de la
muestra problema es
similar a las secuencias
de Patudo (Thunnus
obesus) y por lo tanto
este es el resultado de
la identificación.
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temente en los mercados como presenta-
ciones que suponen un cierto grado de
elaboración y/o transformación previo de
la materia prima que hace muy difícil,
por no decir imposible, la correcta identi-
ficación de la especie o especies emplea-
das en su preparación. Dentro de cada
uno de estos grupos hay una o varias es-
pecies que son más valoradas que el res-
to por los consumidores. Debe decirse
aquí que esta valoración relativa no
siempre coincide de un país a otro, e in-
cluso de una zona geográfica a otra. En
cualquier caso, parece evidente que es
necesario disponer de herramientas que
nos permitan una verificación fiable de
las etiquetas que deben de acompañar a
los productos que se comercializan, tanto
al consumidor final como a cualquiera de
los agentes que intervienen a lo largo de
toda la cadena. En este artículo tratare-
mos brevemente la identificación de las
especies pesqueras presentes en cual-
quier alimento o producto.
Identificación de especies
pesqueras
La identificación de las especies bioló-
gicas se lleva a cabo utilizando los carac-
teres taxonómicos, definidos según Ayala
(1983) como “cualquier atributo de un es-
pécimen perteneciente a un taxón por el
cual difiere o puede diferir de especimenes
de un taxón diferente”. Los caracteres ta-
xonómicos diagnóstico son únicos y defi-
nen específicamente un taxón particular
(especie, género, familia, orden, etc…).
Determinadas proteínas o la secuencia
contenida en determinados fragmentos
de ADN pueden utilizarse como caracte-
res diagnóstico de especie, género o fa-
milia (Sotelo y Pérez-Martín, 2003), estos
se denominan caracteres taxonómicos
bioquímicos. Así pues, el desarrollo de
métodos que tengan utilidad a la hora de
autentificar las especies presentes en un
determinado producto pesquero, pasa
por la disponibilidad de técnicas de aná-
lisis que revelen de una manera total o
parcial, las diferencias en la secuencia de
aminoácidos de algunas de las proteínas
integrantes del producto o la secuencia
nucleotídica de su ADN.
En el año 1987 se nos planteó, por
parte de la industria conservera, la nece-
sidad de identificar especies en conservas
de túnidos. En aquel momento existía
una normativa de ámbito nacional en la
que se especificaba la materia prima a ser
utilizada en las diversas denominaciones
comerciales de conservas de atún; sin
embargo no era posible, con los métodos
analíticos disponibles en aquel momento,
identificar dicha materia prima una vez
elaborada la conserva. Mediante una co-
laboración con el prestigioso centro esco-
cés Torry Research Station, se comenzó un
proyecto de investigación cuyo objetivo
era desarrollar una metodología de iden-
tificación de especies de túnidos median-
te el análisis de las proteínas del músculo
presente en las conservas. Los resultados
de esta investigación evidenciaron que, si
bien el análisis de proteínas mediante
electroforesis permitía la diferenciación
FIGURA 3: FUNDAMENTO DE LA IDENTIFICACIÓN
DE ESPECIES MEDIANTE PCR-RFLP
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de especies en productos fres-
cos y congelados, esto no era
posible cuando se trataba de
productos sometidos a un tra-
tamiento térmico importante,
como es el caso del proceso
de esterilización de conservas.
Alrededor de 1990 comen-
zó un importante desarrollo y
accesibilidad a diferentes téc-
nicas de análisis de ADN, lo
cual nos permitió plantearnos
la posibilidad de investigar la
adecuación del desarrollo de
métodos de identificación ba-
sados en el análisis del ADN.
Se planteó así un nuevo pro-
yecto de investigación finan-
ciado por la Unión Europea
en el que participaron, ade-
más de nuestro grupo, el gru-
po de Torry Research Station
dirigido por el Dr. Ian Mackie,
un grupo alemán del Instituto
de Bioquímica y Tecnología
de Hamburgo dirigido por el
Dr. Harmut Rhebein y un gru-
po de la Universidad de San-
tiago de Compostela dirigido
por el Dr. Manuel Rey.
El principal objetivo de este proyecto
era determinar si el ADN del músculo de
atún era estable a los tratamientos térmi-
cos que sufre durante el proceso de ela-
boración de las conservas (cocción y es-
terilización) y si el ADN extraído de las
conservas era adecuado para su análisis.
La extracción de ADN de las conservas
de atún nos demostró que éste sufre un
proceso de degradación importante, y si
el tamaño medio del ADN extraído de
muestras frescas o congeladas estaba al-
rededor de 20000 pares de bases, en las
conservas este tamaño medio se reducía
hasta un rango de entre 100 y 200 pares
de bases (Figura 1).
Una de las técnicas de análisis de ADN
más utilizada es la reacción en cadena de
la polimerasa o PCR (Saiki et al., 1988).
La PCR permite la copia de fragmentos
de ADN específicos en poco tiempo y, a
partir de un escaso número de moléculas
molde, permiten el análisis de la secuen-
cia contenida en dicho fragmento utili-
zando diversas técnicas. La PCR nos per-
mitió la amplificación de fragmentos de
hasta 200 pares de bases del ADN extra-
ído de las conservas de atún (Quinteiro et
al., 1998).
La secuenciación de fragmentos de
citocromo b de las especies de túnidos
comerciales, permitió el diseño de ceba-
dores (cadenas de ADN cortas, de 20 a
25 nucleótidos, que se utilizan para diri-
gir la amplificación del ADN a una zona
determinada) que garantizaban la ampli-
ficación de ADN extraído de conservas
de atún.
Entre los métodos de identificación
más utilizados se encuentra el análisis de
secuencias o FINS (“Secuenciación de nu-
cleótidos con información forense”), en el
cual se compara la secuencia de un de-
terminado fragmento de ADN de la
muestra problema con las secuencias dis-
ponibles para ese mismo fragmento de
un grupo de especies de referencia. La
muestra problema se agrupa con las se-
cuencias pertenecientes a los individuos
de la especie correspondiente permitien-
do su identificación (Figura 2).
Uno de los requerimientos habituales
de las técnicas de análisis de alimentos
es que exista una elevada relación fiabili-
dad/coste y que además el tiempo de
análisis sea lo más reducido posible. Por
ello, nuestro siguiente objetivo fue inten-
tar buscar metodologías que no requirie-
ran la utilización de secuenciación, una
técnica que supone la utilización de un
equipo de secuenciación de ADN no
siempre disponible en los laboratorios de
análisis de alimentos, y que
acortaran sensiblemente el
tiempo de respuesta.
Una de estas técnicas es el
análisis de los patrones de
restricción de los productos
de PCR (PCR-RFLP). Esta téc-
nica consiste en una amplifi-
cación previa de un fragmen-
to de ADN, y una digestión
con enzimas que cortan el
ADN en puntos en los que re-
conocen una secuencia deter-
minada de entre 4 y 6 nucle-
ótidos. Esta digestión genera
fragmentos de ADN de pesos
moleculares diferentes de-
pendiendo de la especie (Fi-
gura 3) que se visualizan tras
una electroforesis y una tin-
ción con nitrato de plata.
Otro desarrollo interesante, y
que ha sido tambien objeto
de estudio en nuestro grupo
de investigación, es la utiliza-
ción de sondas específicas de
ADN. Esta metodología esta
basada en la hibridación es-
pecífica de una sonda diseña-
da para una determinada es-
pecie y el ADN de las muestras a analizar.
Solamente el ADN complementario a la
sonda específica se hibridará con ella. Es-
ta hibridación se visualiza con una reac-
ción colorímetrica equivalente a la que se
utilizan en los ensayos ELISA (Figura 4).
En este proyecto se estan desarrollando
sondas para albacora (Thunnus alalunga),
rabil (Thunnus albacares) y atún (Thunnus
spp.). En el caso de lograr este objetivo se
dispondría de un kit de autentificación de
conservas de atún blanco (T. alalunga),
atún claro (T. albacares) y de atún (Thun-
nus spp.) que solamente requeriría un
termociclador para llevar a cabo una PCR
para identificar estas especies de túnidos.
Por último, el desarrollo de técnicas
de PCR acopladas a hibridación ha dota-
do a esta técnica de múltiples posibilida-
des, una de ellas es la identificación de
especies. La PCR a tiempo real consiste
en la hibridación de una sonda de ADN,
marcada con dos fluorocromos, en un
fragmento de ADN situado entre los si-
tios de fusión de dos cebadores para un
ensayo PCR. La emisión de fluorescencia
es proporcional, durante los ciclos inicia-
les de la PCR, a la cantidad inicial de
moléculas de ADN portadoras de la se-
cuencia adecuada homóloga para que la
sonda hibride con ellas. El ensayo se de-
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nomina Taqman y, aunque en este mo-
mento existen diversas variantes, la base
del mismo es similar en todas ellas. Si
existen mezclas de diversos ingredien-
tes, existirá una mezcla de los diversos
ADNs, y sólo aquél para el que se haya
diseñado la sonda será detectado y
cuantificado. Por lo tanto, hay una detec-
ción específica y además una capacidad
para la cuantificación del ADN de una
determinada especie.
Además del desarrollo de métodos de
identificación para conservas de túnidos,
nuestro grupo de identificación ha abor-
dado proyectos de identificación y cuan-
tificación de otras especies de pescado de
importancia comercial tales como los gá-
didos (bacalao y especies afines), salmo-
nes, cefalópodos, sardinas, anchoas, pe-
ces planos, merluzas, esturiones (Reh-
bein et al., 1995, Quinteiro et al., 1998;
Sotelo et al., 2001; Calo et al., 2003; Rus-
sell et al., 2000; Hold et al., 2001; Quin-
teiro et al., 2001; Chapela et al., 2002; pá-
gina web http:/www.iim.csic.es/fsi).
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FIGURA 4: FUNDAMENTO DE LA IDENTIFICACIÓN DE ESPECIES MEDIANTE PCR-ELISA
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• Autentificación de Alimentos: Desarrollo
de métodos de identificación y cuantifi-
cación de especies presentes en ali-
mentos mediante análisis de ADN.
• Trazabilidad de productos pesqueros:
diseño e implantación de protocolos.
• Desarrollo de métodos de identificación
y cuantificación de organismos unicelu-
lares mediante el empleo de sondas de
hidridación de ADN.
• Optimización de procesos de fabrica-
ción de productos pesqueros: evalua-
ción integral de la calidad y de la renta-
bilidad.
